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Resumo:

Neste trabalho objetivou-se avaliar a caracterizagdo, quantificagdo e atividade antioxidante, por
diferentes métodos, do 6leo essencial (OE) de Piper hispidinervum pertencente a familia Piperaceae. O éleo
essencial foi obtido por hidrodestilagdo por arraste a vapor e a analise por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-MS) indicou uma maior concentragdo de hidrocarbonetos sesquiterpénicos e
monoterpenos. Os constituintes quimicos majoritarios encontrados no OE foram Terpinoleno (11,77%) e Safrol
(82,22%) Os o6leos essenciais estudados apresentaram baixa capacidade antioxidante para os testes de poder
redutor, fosfomolibidénio, radical hidroxil e potencial de inibigdo do radical ABTS++. Porém, houve um diferencga
entre os resultados obtidos pelos métodos de avaliagdo antioxidante. Desta forma, os teste indicam que
avaliagcao do potencial antioxidante depende do método utilizado.
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Introducao:

A familia Piperaceae pertence ao grupo das angiospermas, sendo constituida por mais de 10 genéros e
1500 espécies1. Deste total, foram encontradas no Brasil cerca de 170 espécies que sdo utilizadas, entre outras
aplicagbes, na medicina popular como inseticida e anti—sépticoz. Estudos fitoquimicos das espécies da familia
Piperaceae demostraram a presenga de diferentes compostos, dentre os quais destacam-se os alcaldides,
glicosideos cardioténicos, cumarinas, flavondides, saponinas e triterpernos3.

O Brasil tem a maior biodiversidade vegetal do mundo, com mais de 55 mil espécies de plantas
catalogadas, de um total de 550 mil espécies4. No entanto, somente 8% tém sido estudadas na procura de
compostos bioativos’.

O grande incremento do uso de plantas para fins medicinais tem provocado renovado interesse pelo
conhecimento das caracteristicas das substancias delas originadas. Incluindo sua composi¢do quimica,
propriedades farmacolégicas e controle de qualidade, especialmente quando se trata de plantas brasileiras
considerando a extensa e diversificada flora do pais®.

Devido a imensa flora e aos aspectos culturais do uso de plantas na forma de extratos brutos ou
infusdes, bem como do 6leo essencial extraido da })Ianta ou de uma parte dela, sua utilizagdo tornou-se pratica
muito comum no tratamento de infec¢des no Brasil'. Essa diversidade quimica e as diferentes bioatividades das
plantas vém trazendo o desenvolvimento de centenas de novos farmacos®.

Oleos essenciais sdo misturas complexas de compostos que conferem aromas agradaveis e sabores
caracteristicos. Apresentam-se a temperatura ambiente como liquidos oleosos de alta volatilidade,
diferenciando-os dos 6leos fixos. De uma maneira geral os 6leos essenciais séo instaveis, especialmente na
presenca de luz, calor, umidade, ar e metais °.

Os fatores genéticos sao primordiais para a determinagdo da composi¢cdo dos 6leos essenciais. No
entanto, fatores ambientais, como sazonalidade, temperatura, radiagcdo, nutrientes, altitude, entre outros,
podem causar variagdes significativas na composi¢do quimicas dos dleos essenciais'’.

Os oleos essencias atuam como sinais de comunicagdo quimica com o reino vegetal e armas de
defesa contra o reino animal. Essas caracteristicas bioldgicas tornam as plantas que os produzem poderosas
fontes de agentes biocidas, sendo largamente estudadas na agricultura por apresentarem atividades
bactericidas, inseticidas, fungicidas e antioxidante".

O objetivo deste trabalho foi avaliar qualitativamente e quantitativamente a composi¢ao quimica dos
6leos essenciais de Piper hispidinervum, bem como a sua capacidade antioxidante frente a diferentes métodos.

Metodologia:

O material vegetal, P. hispidinervum, foi coletada na cidade de Lavras-MG/Brasil, no Horto florestal do
campus da Universidade Federal de Lavras (UFLA), no periodo da manhé e na auséncia de chuvas. Os déleos
essenciais foram extraidos por hidrodestilagao, utilizando um aparelho de Clevenger modificado adaptado a um
baldo de fundo redondo com capacidade de 4 litros, por um periodo de 2 horas conforme metodologia descrita
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pela Farmacopeia Brasileira'. O material obtido foi centrifugado por 5 minutos, e, o 6leo foi acondicionado em
frasco de vidro &mbar e armazenado sob refrigeragéo.

A identificagdo e quantificagdo dos 6leos essenciais foi realizada no Departamento de Quimica da
UFLA, utilizando-se um cromatdgrafo gasoso Shimadzu CG-17A acoplado a espectrémetro de massas (CG/EM
- Shimadzu, modelo QP 5050), o equipamento foi operado nas seguintes condi¢des: coluna capilar de silica
fundida com fase ligada DB5 (30m x 0,25mm e 0,25um de espessura de filme); com hélio (1 mL/min) como gas
de arraste. A temperatura inicial da coluna de 40°C, seguido de um aumento de 3°C min-1 até atingir 240°C. A
temperatura do injetor foi de 220°C e do detector 240°C; presséo na coluna de 100,2 KPa; taxa de partigdo 1:10
e volume da amostra injetada de 1,0 pL diluida em diclorometano (1% v/v), sendo a quantificacdo de cada
constituinte obtida por meio de normalizagao de areas (%).

Para a espectrometria de massas (EM) as codigbes foram: O detector de captura de ions foi operado
em modo de impacto eletrbnico com uma energia de impacto de 70 eV, velocidade de decomposi¢ao de 1000;
intervalo de varredura de 0,50 e detec¢do de fragmentos na faixa de 40 a 450 Da. Foi injetada, nas mesmas
condi¢cdes da amostra, uma série de padrbées de hidrocarbonetos (nC8 - nC20). Os espectros obtidos foram
comparados com o banco de dados da biblioteca Wiley 229 e o indice Kovats calculado para cada
constituinte

Para avaliacdo da capacidade antioxidante foi realizada medindo-se a capacidade de captura dos
radicais ABTS e Radicais hidroxila, capacidade de redugdo do complexo de molibdénio e pela habilidade em
doar elétrons para estabilizar os radicais livres - Poder redutor. A atividade antioxidante do éleos essencial foi
comparada com a atividade dos padrdes de BHT, acido ascorbico e manitol, compostos com reconhecida
atividade antioxidante. e todas as analises foram realizadas em triplicata.

O teste de atividade antioxidante pelo método do cation radical ABTS-+ (2,2’-azino-bis(acido-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi realizada de acordo com o descrito na literatura'®. Para o ensaio, 20 pL de
6leo essencial foram adicionados a 1980uL da solugdo do radical ABTSe+. A absorvéncia foi monitorada
espectrofotometricamente a 735 nm (Shimadzu UV-160), durante 6 min. A absor¢do de uma amostra contendo
a mesma quantidade de etanol e uma solugéo do radical ABTS«+ atuaram como controle negativo.

Para a realizagdo do teste antioxidante complexo fosfomolibdénio, uma aliquota de 0,1 mL do dleo
essencial diluido em etanol foi adicionada a um tubo de ensaio contendo 1 mL da solugdo reagente (acido
sulfarico 0,6 M, 28 mM de fosfato de sédio e 4 mM de molibdato de amoénio). Os tubos foram tampados e
incubados em um banho-maria a 95°C durante por 60 min. Apds o resfriamento, foi realizada a leitura dos tubos
em um comprimento de onda de 695 nm. Os valores da capacidade antioxidante dos 6leos essenciais foram
comparados com uma curva para varias concentragdes de acido ascorbico (0,813; 1,625; 3,25; 6 5 13; 26 pg
mL’ ) e os resultados, expressos em equivalentes mg de acido ascérbico por mL de éleo essencial'®

Para a realizagdo do teste de Poder Redutor adicionou-se em um tubo de ensaio uma allquota de 50
pL do éleo essencial, 0,5 mL de solugédo tampéo de fosfato (pH = 7,4) e 0,5 mL de ferricianeto de potassio a
1%. Apods o aquecimento a 50°C durante 30 minutos, foram adicionados 0,5 mL de &cido tricloroacético a 10%,
1,5 mL de agua destilada e 0,3 mL de cloreto férrico, a mistura final foi agitada e a sua absorvéancia foi medida
a 700 nm (Shimadzu UV-160). A atividade antioxidante dos dleos essenciais foram comparadas com uma curva
padrédo para varias concentragdes de Acido ascérbico (AA) (0,406; 0,813; 1,625; 3,25; 6,5; 13 e 26 ug mL ) Os
resultados foram expressos em equivalentes mg de Acido ascérbico por mL de 6leo essencial.

@) ensalo de atividade captadora do radical OHe (hidroxil) foi realizado de acordo com a seguinte
metodologia1 . A mistura de reacgéao foi preparada com 10 mM de FeSO4+7H,0, 10 mM de EDTA, 10 mM de
2-desoxirribose, 0,1 M de tampao fosfato e a amostra de 6leo essencial em um tubo de ensaio, totalizando um
volume de 1,8 mL. Posteriormente, 200 yL de H,O, foram adicionados a mistura, a qual foi incubada a 37°C
durante 2 horas. Apés o resfriamento do tubo de ensaio, foram adicioncionados 1 mL de acido tricloroacético
(3%) e 1 mL de acido tiobarbitarico (1%), que foi novamente aquecido em banho-maria (95°C) durante 10 min.
Depois de esfriar até a temperatura ambiente, a absorbancia foi medida a 532 nm em um espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-160).

Resultados e Discussao:

O rendimento do 6leo essencial obtidos das folhas frescas das espécies Piper hispidinervum, foi de
2,27%. Na litertura encontramos diferentes resultados para o rendimento obtido. Estudos demostraram um
rendimento de 3,0% para P. hispidinervum’g Essa diferenga dos rendimentos e muitas vezes da composigao
quimica dos 6leos essenciais de plantas da mesma espécie se deve a fatores genéticos e edaficos que
interferem no metabolismo das plantas . Como os estudos séo realizados em regides diferentes ndo séo
anormais os resultados obtidos.

Foram identificacdo e quantificados doze constituintes quimicos do 6leo essencial de Piper
hispidinervum representando 99,89% do total de compostos. A analise dos constituintes quimicos mostrou que
0s 0s compostos majoritarios foram, Terpinoleno (11,77%) e Safrol (82,22%). E os constituintes mionritarios
encontados foram: a-pineno (0,41%), B- pineno (0,38%), Mirceno (0,26%), &-careno (1,05%), a-terpineno
(0,38%), Limoneno (0,44%), (Z)-B-ocimeno (0,47%), (E)-B-ocimeno (1,13%), y-terpineno (0,40%),
Biciclogermacreno (0,98%).

Alguns estudos |dent|f|caram uma composicao de 82,5% de safrol e (13,38%) de a-terpinoleno no éleo
essencial de P. hlspld/nervum Esse e outros dados indicam que o 6leo essencial desta espécie e rlco em
safrol (92%) e que essa substancia concentra-se, principalmente, nas folhas e nos ramos secundarios®'. Esses
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dados correspondem aos resultados encontrados neste trabalho.

O o¢leo essenciai de P. hispidinervum apresentou um percentual de atividade antioxidante (%AA)
6,59%, na concentragdes de 100 pg mL™", para o método que envolve a inibigdo do radical ABTS++. Desta
forma, apresentando uma baixa atividade antioxidante para o método empregado.

A atividade antioxidante do OE por meio da redugédo de Molibdénio (VI) para Molibdénio (V) foi apenas
de 0,065¢g mL”’ equivalente de acido ascoérbico. Os resultados para o teste de poder redutor indicam que a
espécie avaliada possue a baixa capacidade para reduzir o (Fe3+) em (Fe2+).

Podemos observar que o 6leo de P. hispidinervum alcangou a maior porcentagem de inibigdo do
radical hidroxil com 33,75 % de inibicdo. Comparando-se esses resultados com aqueles obtidos para o método
potencial de inibigdo do radical ABTS++ podemos perceber que o resultado depende do tipo de radical formado
pelos reagentes de cada método?.

Conclusoes:

O O6leo essencial de Piper hispidinervum apresentou uma predominancia de sesquiterpenos e
monoterpenos entre eles os mais abundantes foram Terpinoleno (11,77%) e Safrol (82,22%). Os resultados
dos teste de atividade antioxidante do éleo essencial de Piper hispidinervum indicam que este possue um baixo
potencial antioxidante e que a avaliagdo do potencial antioxidante depende do método utilizado.
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